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RIASSUNTO 
 
Il Centro Conservazione Cornee P. Perelli si occupa dell’accettazione, valutazione, 
conservazione e distribuzione dei tessuti oculari donati che vengono inviati ai chirurghi a 
scopo di trapianto terapeutico per i pazienti affetti da patologie corneali. Ogni anno sono 
accettate circa 1200 cornee e di queste ne risultano idonee per il trapianto circa la metà. 
Dall’anno della fondazione, 1997, ad oggi la banca degli occhi ha visto la sua attività in 
continua crescita. 
A parte le considerazioni etiche che derivano dalla provenienza dei tessuti, è comunque 
indispensabile che l’approccio alla preparazione dei tessuti sia controllato in ogni sua parte 
e che vi siano delle evidenze che il processo produttivo, anche se fortemente influenzato 
dalla variabilità biologica dei tessuti, si svolga negli ambiti di uno standard che consente il 
mantenimento delle medesime condizioni di sicurezza e di ripetibilità. E’ di fondamentale 
importanza mettere in atto anche dei validi controlli microbiologici sui tessuti in modo da 
garantire i più elevati standard di sicurezza per le cornee distribuite. 
Per questo le varie società scientifiche internazionali e le “Linee guida per il prelievo, la 
processazione e la distribuzione di tessuti a scopo di trapianto” approvate dal Centro 
Nazionale Trapianti, richiedono obbligatoriamente l’esecuzione di test di controllo 
microbiologico prima della distribuzione. 
Lo studio di questo elaborato è stato quindi condotto al fine di andare a confrontare due 
diversi strumenti automatizzati al fine di metterne in risalto le varie caratteristiche e 
peculiarità e verificare al meglio quale sia la reale sensibilità e specificità del metodo 
utilizzato per le analisi microbiologiche sui terreni impiegati per la coltura e il trasporto dei 
tessuti idonei al trapianto.  
I sistemi automatizzati di analisi microbiologica confrontati sono il sistema BacT/Alert 3D 
di BioMérieux e il sistema HB&L di Alifax. 
Il sistema BacT/Alert 3D di BioMérieux è molto conosciuto nell’ambito delle analisi sulle 
emocolture ed è altrettanto valido anche per le analisi su altri liquidi biologici. 
L’HB&L Uroquattro è un sistema semi-automatico nato per l’esecuzione dello screening 
dell’urinocoltura e destinato inoltre alla rilevazione rapida di micro-organismi aerobi, 
anaerobi stretti o facoltativi e miceti eventualmente presenti in prodotti lavorati o preparati 
con procedure asettiche (ad es. liquido di conservazione delle cornee umane).  
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Il lavoro è stato suddiviso in due fasi: 
Nella prima fase abbiamo determinato per i due strumenti il limit of detection (LOD – n° 
più basso delle unità formanti colonie (UFC) per campione che possono essere rilevate 
dallo strumento) attraverso l’esecuzione di varie diluizioni decimali seriali di alcuni ceppi 
batterici in un terreno di coltura per tessuti corneali non contenente antibiotici. Le varie 
diluizioni sono state poi inoculate nei flaconi dei due strumenti ed analizzate. Dall’analisi 
dei risultati è emerso che sia lo strumento BacT/ALERT 3D di bioMérieux che lo 
strumento HB&L di Alifax sono capaci di rilevare un numero di colonie batterie veramente 
molto esiguo (Tutti e due gli strumenti sono riusciti a rilevare circa 1 UFC/ml), la cosa 
evidente che però è emersa è che il sistema HB&L riesce a rilevare i microrganismi con 
tempi nettamente inferiori (circa la metà) rispetto al sistema BacT/ALERT 3D.  
Nella seconda fase abbiamo confrontato i vari strumenti attraverso l’analisi di varie 
diluizioni seriali di alcuni ceppi batterici nel terreno di coltura per tessuti corneali (Tissue-
C di Al.chi.mi.a. s.r.l.) contenente antibiotici (Penicillina G, Streptomicina e Amfotericina 
B), normalmente utilizzato. Le varie diluizioni formate sono state inoculate nei flaconi dei 
due strumenti in diversi tempi. Al tempo zero, al tempo + 24 ore per simulare il controllo 
microbiologico svolto sul terreno di trasporto e al tempo + 5 giorni per simulare il 
controllo microbiologico svolto sul terreno di coltura.  
Da questo confronto è emerso che se abbiamo a che fare con microorganismi sensibili agli 
antibiotici, questi non sono più in grado di evidenziare crescita microbica.  
Invece il sistema BacT/Alert 3D ha dimostrato che la presenza delle resine può essere 
estremamente utile in altri ambiti (per esempio in ambiente clinico per sapere se un 
paziente con una setticemia stia rispondendo o meno alla cura antibiotica messa in atto), 
ma riveste un ruolo superfluo nell'analisi dei terreni di trasporto delle cornee. Tale analisi, 
infatti, viene eseguita 24 h dopo che il tessuto è trasferito nel terreno di trasporto e dopo 
che ha già subito un primo controllo microbiologico in coltura con BacT/Alert 3D. Le 
resine non sarebbero utili neanche se avessimo a che fare con dei microrganismi per i quali 
l'antibiotico ha effetto batteriostatico, lo confermano i dati della letteratura, che 
evidenziano un’incidenza di infezioni post trapianto che va dallo 0,04 allo 0,4 % (10-12).  
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1. INTRODUZIONE 
 
L’utilizzo di tessuti di origine umana per trapianto è un’attività relativamente recente 
nel panorama sanitario italiano e internazionale, ma che ha riscosso e riscuote grande e 
sempre crescente interesse da parte degli operatori sanitari. L’accentuarsi della 
sensibilità e della disponibilità delle persone verso l’argomento “donazione” ha trovato 
in Italia l’inquadramento ideale nella creazione di un sistema trapianti che, aggiornato 
con la legge 91/1999, ha permesso l’organizzazione di una struttura forte e ben 
articolata che supporta il percorso donazione-prelievo-trapianto sia per gli organi che 
per i tessuti e per alcuni tipi di cellule in Italia. Al vertice di questa organizzazione c’è 
il Centro Nazionale Trapianti, struttura tecnico organizzativa che coordina e guida 
l’intero sistema trapianti in Italia e nei rapporti con gli stati esteri. 
Di questa organizzazione fa parte il Centro Conservazione Cornee Piero Perelli di 
Lucca, una struttura sanitaria pubblica che analizza, conserva e distribuisce tessuto 
corneale e membrana amniotica a scopo di trapianto. E’ la Banca degli Occhi della 
Regione Toscana. E' situato all’interno dell’ospedale San Luca ed è dotato di laboratori 
con sofisticati strumenti tecnologici che consentono di valutare, conservare e 
distribuire i tessuti oculari e i frammenti di membrana amniotica donati a scopo di 
trapianto. 
Gli obiettivi che la Banca delle Cornee si pone rispetto all'attività di raccolta, selezione 
e distribuzione dei tessuti sono: 
 
1. Riduzione dei tempi d'attesa del trapianto, legati alla disponibilità dei tessuti; 
2. Garanzia della sicurezza dei tessuti, per assicurare il minor rischio possibile di 
trasmissione di patologie dal donatore al ricevente; 
3. Garanzia della qualità dei tessuti, per assicurare che il trapianto sia ottimale e 
duraturo; 
4. Autosufficienza della Regione Toscana. 
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La donazione e la distribuzione dei relativi tessuti oculari, è molto importante, in 
quanto ci sono innumerevoli fattori che possono andare a danneggiare il tessuto 
oculare. Infatti, il funzionamento della cornea può essere compromessa da disordini in 
ognuno degli strati che costituiscono la cornea: epitelio, stroma ed endotelio. 
Qualora si verifichi un danno irreversibile, traumatico o patologico, del tessuto 
corneale, l’approccio chirurgico standard per il recupero della visione è il trapianto 
con una cornea da donatore 
(2)
. 
 
La cornea è un tessuto non sterile 
(3)
. La flora microbica che si evidenzia è 
prevalentemente residenziale sia in vivo sia post mortem, con un contributo minore da 
parte dell’inquinamento ambientale (4). 
Grazie alle metodiche di lavaggio e disinfezione del tessuto, in sede di prelievo e nel 
corso della lavorazione nelle banche degli occhi (soluzione fisiologica, iodopovidone, 
antibiotici), la presenza di agenti contaminanti si riduce drasticamente 
(4-7)
 e durante la 
conservazione, le cornee presentano una crescita microbica con una percentuale 
variabile fra il 5-7% 
(8,9)
. 
 
L’infezione post-cheratoplastica (cheratite o endoftalmite acuta post-operatoria che 
insorge entro 6 settimane dall’evento chirurgico), è poco frequente (0,04 - 0,382%) e 
in continua tendenza alla riduzione nell’ultimo decennio  (10-12). Si tratta di un evento 
imputabile, oltre alla contaminazione del tessuto, a fattori legati all’intervento 
(strumenti chirurgici, personale di sala operatoria, fluidi di irrigazione, viscoelastici, 
eventuale impianto di IOL, contaminanti aerei in sala operatoria) o alla condizione del 
paziente (flora microbica congiuntivale e della cute palpebrale, immunodepressione 
ecc.) 
(13,14)
. 
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Secondo la Società Italiana Banche degli Occhi, vista la drammaticità dell’evento 
infettivo e la considerazione che l’insorgenza di endoftalmite rimane prevalentemente 
correlata alla presenza di batteri nel tessuto trapiantato 
(15,16)
, le Banche degli Occhi 
devono attuare le seguenti strategie di controllo volte alla massima riduzione del 
rischio: 
 
- conservazione delle cornee in liquidi di coltura contenenti antibiotici e anti fungini 
ad ampio spettro; 
- presenza di indicatori di pH nei liquidi (viraggio o comparsa di torbidità vengono 
evidenziati all’ispezione e hanno un valore predittivo positivo del 100% e negativo del 
99%) 
(17)
; 
- controlli microbiologici di laboratorio sui liquidi di conservazione durante la 
quarantena; 
- un ulteriore controllo effettuato prima della consegna al chirurgo sul terreno di 
trasporto nel quale è stato trasferito il tessuto.    
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2. LA CORNEA 
 
La cornea è una struttura trasparente, deformabile, avascolare, la quale costituisce 
circa 1/6 della tonaca fibrosa dell'occhio umano. Si trova incastrata come il vetro di un 
orologio all'interno della sclera, nella porzione anteriore dell'occhio. Dal momento che 
il suo raggio di curvatura è notevolmente inferiore a quello della sclera (11-12 mm) 
(18)
, con valori medi compresi tra 7,20 e 8,40 mm per quanto riguarda la superficie 
convessa esterna (media 7,86 mm)
 (19) 
e 6,8 mm per quanto concerne la superficie 
interna concava
 (20)
, la cornea appare trasversalmente protendersi verso l'esterno. 
Frontalmente, appare come una struttura dalla forma ellittica, con diametro orizzontale 
medio di 11,7 mm e verticale di 10,7 mm
 (20)
.  
La sua forma, tuttavia, non è sferica: infatti se i valori sopracitati possono essere validi 
per quanto riguarda i 4 mm centrali della cornea (zona ottica), spostandoci verso la 
periferia la sua forma tende ad appiattirsi, assumendo così una forma asferica, con 
asfericità media (Q) per una corda di 10 mm pari a -0,36 ± 0,1 
(21)
. Da ciò ne deriva 
che anche lo spessore della cornea non sia uniforme, che al centro è mediamente 0,52 
mm e in periferia tende a raggiungere gli 0,67 mm
(22)
.  
La cornea ha svariate funzioni, ma la più importante di queste è senza dubbio la sua 
funzione ottica. Infatti, con le sue 43 D 
(23)
 e il suo indice di refrazione (n) di 1.376, la 
superficie oculare provvede all'incirca ai 2/3 del potere refrattivo dell'occhio, dovuto 
anche all'interazione di questa con il film lacrimale all'esterno e l'umor acqueo 
all'interno e alla totale assenza di vasi che interferirebbero sulla quantità di luce che 
giunge alla retina.  
 
Figura 1 - Schematizzazione della cornea. 
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La cornea è molto peculiare anche per la sua particolare sensibilità tattile agli stimoli 
esterni con un range di sopportazione al dolore molto basso: i rami dei nervi ciliari 
infatti a livello del limbus formano un plesso anulare dal quale partono delle fibre che 
decorrono radialmente nello spessore dello stroma, si anastomizzano e si suddividono 
per formare il plesso corneale profondo, dal quale a sua volta partono delle altre fibre 
che raggiungono la base dell'epitelio corneale, formando il plesso sottoepiteliale. 
La particolare sensibilità della cornea proviene dal fatto che l'epitelio è il tessuto più 
innervato del corpo umano, con circa 16000 terminazioni nervose/mm
2
, 300-400 volte 
superiore all'innervazione della pelle 
(24)
. L'elevatissima sensibilità corneale è un 
meccanismo di protezione, vista l'importante attività ottica della cornea stessa. 
 
2.1. Struttura della cornea 
 
Dal punto di vista istologico, la cornea si suddivide in 6 strati, che esplicano 
differenti funzioni in sinergia tra loro al fine di permettere alla cornea stessa di 
svolgere le proprie funzioni.  
Dall’esterno verso l’interno dell’occhio abbiamo (Figura 3):  
 
1. Epitelio corneale  
2. Membrana di Bowman  
3. Stroma o parenchima corneale  
4. Lamina di Dua 
5. Membrana di Descement  
6. Endotelio  
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Figura 2 - Gli strati della cornea. 
 
1. Lo strato più superficiale della cornea è l'epitelio corneale, spesso circa 50 μm, 
cioè circa un decimo dello spessore totale della membrana. È un epitelio 
pluristratificato (5-6 strati), con cellule piatte nei primi due strati, poliedriche 
nei successivi due o tre e allungate, quasi cilindriche, negli ultimi due. Al 
microscopio appare basofilo, i nuclei sono allungati con l'asse maggiore 
orizzontale nelle cellule pavimentose, tondeggianti o ovalari nelle poliedriche e 
ovoidali con l'asse maggiore verticale nelle cilindriche. Le cellule, dalla forma 
otticamente perfetta, sono unite tra loro da giunzioni serrate e quelle più 
superficiali presentano numerosi microvilli visibili solo al microscopio 
elettronico.  
 
2. Sotto l'epitelio corneale si trova la membrana di Bowman o membrana 
limitante anteriore una sottile lamina acellulare posta tra la membrana basale 
dell'epitelio e la parte anteriore dello stroma che termina in maniera brusca a 
livello del limbus (Figura 4).  
Caratterizzata da uno spessore variabile, 17.7 ± 1.6 μm al centro e 20.0 ± 1.9 
μm alla periferia (25), questa lamina è composta da un sottile reticolo di fibrille 
collagene di tipo V, orientate casualmente e disperse in una matrice amorfa 
granulosa. Lo strato di Bowman si ancora alla base dell'epitelio grazie a fibre 
d'ancoraggio con partenza dalla lamina stessa, mentre si unisce in maniera 
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tenace allo stroma sottostante grazie a fasci di fibrille che intersecano quelle 
dello stroma stesso. 
 
Figura 3 - Rappresentazione schematica del limbus corneale. 
 
La sua funzione principale è quella di dare resistenza strutturale e stabilità alla 
curvatura corneale. Nel caso in cui un trauma provochi la sua distruzione, non 
si ha la rigenerazione delle fibrille, che vengono sostituite da tessuto fibroso 
con una conseguente cicatrice opaco-biancastra, più o meno grave a seconda 
dell'entità dell'evento traumatico. 
 
3. Il terzo strato è lo stroma corneale, di 500 μm (26,27), forma il 75-90% dello 
spessore totale della cornea. Lo stroma (o parenchima) è costituito 
principalmente da tre componenti: la sostanza fondamentale, le lamelle di 
collagene e i cheratociti.  
La sostanza fondamentale, la quale costituisce circa il 15% del peso del 
parenchima secco 
(20)
, è formata principalmente da proteoglicani, glicoproteine, 
sali minerali e acqua. Immerse in questa componente cementante, vi sono le 
lamelle collagene, composte da collagene di tipo I, III, IV, V, dello spessore di 
2 μm e lunghezza 10/25 μm (19), che hanno un particolare e assai regolare 
orientamento all'interno dello stroma, dal momento che si trovano disposte in 
maniera ortogonale in modo da formare un angolo di 90° tra lamelle adiacenti 
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tra loro. Questa particolare architettura crea diffrazioni uguali e opposte tra 
fibrille adiacenti, generando un fenomeno di interferenza distruttiva dei raggi 
luminosi che sta alla base della trasparenza corneale. Questa peculiarità 
corneale è coordinata dai proteoglicani, i quali si avvolgono attorno alle fibrille 
e le mantengono parallele ed equidistanti le une dalle altre. Inoltre, i 
proteoglicani in associazione con gli altri sali presenti nel parenchima 
mantengono regolare l'idratazione dello stroma, fondamentale per 
salvaguardare la trasparenza e la curvatura della cornea. Infine troviamo i 
cheratociti, fibrociti con la funzione principale di sintetizzare proteoglicani e 
collagene. Queste cellule, che costituiscono la maggior componente cellulare 
dello stroma, sono connesse tra loro attraverso gap junctions, in modo da 
formare un reticolo. Normalmente quiescenti, in seguito ad un danno stromale 
vengono riattivati e inviano il segnale ai cheratociti contigui la lesione, 
favorendone la migrazione e la produzione delle altre due componenti 
parenchimali. Svolgono anche un'importante compito di rimozione delle 
particelle estranee mediante fagocitosi delle stesse. 
 
4. Al di sotto dello stroma, ha sede la lamina di Dua, un sottile strato acellulare 
con spessore di 10.15 ± 3.6 μm (28). Di recente scoperta, questa lamina è 
composta da 5-8 lamelle collagene di tipo I, con orientamento trasversale, 
longitudinale e obliquo. Ad oggi, non si conoscono ancora le funzioni di questa 
componente corneale, anche se gli autori propongono che possa essere 
coinvolta nei fenomeni di idrope corneale nei soggetti affetti da cheratocono. 
 
5. Il quinto strato è la membrana del Descemet o membrana limitante posteriore, 
con uno spessore variabile di 4-12 μm, tende a ispessirsi proporzionalmente 
all'età. Ha carattere più basofilo della membrana limitante anteriore, ma appare 
anch'essa amorfa e priva di cellule; talvolta è considerata la membrana basale 
dell'endotelio corneale. È composta da collagene di tipo I, III e in maniera 
predominante di tipo IV che, assieme alla fibronectina e laminina, conferisce a 
questo strato una notevole elasticità e resistenza, oltre che ad avere capacità 
rigenerative se lesa. Viene prodotta per secrezione delle cellule endoteliali, che 
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continua per tutta la vita, motivo per cui negli anziani ha uno spessore 
maggiore rispetto nei giovani adulti. Sia la sua superficie anteriore che quella 
posteriore sono scarsamente aderenti rispettivamente allo stroma e 
all'endotelio. 
 
6. L'endotelio corneale è il sesto e più profondo strato della cornea. Si tratta di un 
singolo strato di 4-6 μm di spessore e composto da 400000-500000 cellule 
piatte e dalla forma esagonale, con nuclei allungati orizzontalmente. Le sue 
cellule sono strettamente adese tra loro grazie a interdigitazioni che si 
dipartono dalle porzioni laterali delle loro membrane plasmatiche, coadiuvate 
da giunzioni serrate e giunzioni comunicanti. Il loro citoplasma è basofilo a 
causa dello sviluppo del reticolo endoplasmatico rugoso, possiedono inoltre 
numerosi mitocondri, risultano cellule ad alta attività metabolica. Le cellule 
endoteliali sono in continua diminuzione durante la vita, con un tasso variabile 
tra 0.3 e 0.7 % 
(20)
, e non sono in grado di rinnovarsi, per cui le carenze 
endoteliali sono colmate attraverso l'appiattimento delle cellule contigue. La 
principale funzione dell'endotelio è quella di controllare l’idratazione stromale 
grazie alla sua funzione di pompa ionica. Le cellule, infatti, hanno un’elevata 
attività metabolica rappresentata principalmente da pompe ioniche attive 
(ATPasi dipendenti) per gli ioni HCO3
- 
 Na
+
/K
+ 
e Mg²
+
 che permettono di 
trasferire questi ultimi dallo stroma corneale alla camera anteriore aumentando 
in quest’ultima la concentrazione di soluti dell’umor acqueo. In questo modo 
tramite un meccanismo osmotico avviene il trasferimento di acqua dallo stroma 
corneale alla camera anteriore contribuendo a garantire la trasparenza corneale.  
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2.2. Fisiologia della cornea 
 
Come scritto in precedenza, la cornea costituisce il primo elemento del sistema 
ottico oculare e si comporta come una lente convesso-concava di elevato potere. 
Questa funzione ottica è espletata grazie alla sua perfetta trasparenza e alla 
regolarità della superficie di contatto con l’aria. Infatti il film lacrimale che 
ricopre l’endotelio corneale, caratterizzato per natura da una certa rugosità, lo 
rende liscio, uniforme e di elevate qualità ottiche. 
La trasparenza è la proprietà fondamentale della cornea, resa possibile 
dall’assoluta avascolarità della membrana, dalle caratteristiche strutturali dello 
stroma e da alcuni indispensabili meccanismi fisiologici che assicurano il 
ricambio idrico e ne impediscono l’imbibizione. Questo fenomeno, chiamato 
deturgescenza, deriva essenzialmente dall’integrità anatomo-funzionale 
dell’epitelio e soprattutto dell’endotelio. Le cellule endoteliali svolgono un ruolo 
fondamentale nel controllo dell’idratazione stromale grazie alla funzione di 
pompa. Le cellule, infatti, hanno un’elevata attività metabolica rappresentata 
principalmente da pompe ioniche attive (ATPasi dipendenti) per gli ioni HCO3
- 
 
Na
+
/K
+ 
e Mg²
+
 che permettono di trasferire questi ultimi dallo stroma corneale alla 
camera anteriore aumentando in quest’ultima la concentrazione di soluti 
dell’umor acqueo. In questo modo tramite un meccanismo osmotico avviene il 
trasferimento di acqua dallo stroma corneale alla camera anteriore contribuendo a 
garantire la trasparenza corneale.  
Un’alterazione dei processi fisiologici della cornea, dovute a patologie e distrofie, 
può provocare l’imbibizione parziale o totale del tessuto con inspessimento della 
cornea e perdita transitoria o permanente della trasparenza. 
La notevole sensibilità a stimoli di varia natura (tattile, termica, pressoria) è 
correlata alla ricca innervazione trigeminale. Essa si riduce nella vecchiaia e in 
talune alterazioni flogistiche e distrofiche-degenerative. 
Le numerose patologie e distrofie che possono colpire la cornea sono classificate 
in base alla localizzazione anatomica delle anomalie. Alcune colpiscono l’epitelio, 
altre, la membrana di Bowman, altre la sostanza di fondo, altre la membrana di 
Descemet e altre ancora l’endotelio. 
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La cornea è esposta a traumi e può essere graffiata persino dalle ciglia. Eventuali 
cicatrici sulla sua superficie provocano un'opacità della stessa, detta leucoma, di 
gravità proporzionale alla gravità della lesione. Una cicatrice di piccole 
dimensioni sulla cornea si definisce nubecola. In base alla sede della cicatrice 
sulla cornea, si ha una riduzione dell’acuità visiva più o meno grave (più è 
centrale, più è grave). 
Le modificazioni principali a cui può andare incontro la cornea in seguito a un 
insulto di varia natura sono essenzialmente rappresentate dall’edema e dalla 
neovascolarizzazione. 
Il sintomo dominante dell’edema corneale è rappresentato dalla diminuzione 
visiva spesso accompagnato da dolore e fastidi oculari dovuti all’irritazione delle 
fibre nervose sensitive. La neovascolarizzazione corneale rappresenta sempre un 
fenomeno patologico, espressione di un meccanismo di difesa 
(29)
. 
 
La patologia più grave che può verificarsi a livello oculare è l’endoftalmite (30), 
un’infezione dei tessuti intraoculari; per lo più causata da microorganismi e 
conseguente a traumi oculari, chirurgici o accidentali. Sebbene sia difficile 
ottenere dei dati attendibili sull’incidenza delle endoftalmiti, si può affermare che 
nel caso di quelle post-opertorie, essa oscilla tra lo 0,05 e lo 0,5% 
(12)
. 
L’endoftalmite post-operatoria si può presentare dal primo al terzo giorno 
dall’intervento, ma in alcuni casi può insorgere già a distanza di poche ore, ed è 
caratterizzata da dolore, riduzione del visus, edema palpebrale, essudati 
congiuntivali, edema e vitreite. In letteratura è riportato S. epidermidis come il 
microorganismo maggiormente presente nei casi di endoftalmite (38% del totale) 
seguita da S. aureus (21%), bacilli Gram negativi (16%), Streptococco (11%) e 
funghi (8%, del quale il 78% è dovuto a C. albicans). La diagnosi di endoftalmite 
deve essere rapida e tempestiva , il test di conferma è la coltura del vitreo; se si 
sospetta tale patologia si procede con antibiotici ad ampio spettro somministrati in 
maniera intravitreale (gentamicina solfato e cefazolina sodica) e, a seguito 
dell’identificazione del microorganismo, si procede con l’antibiotico 
maggiormente efficace 
(29)
. 
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La gestione di tali problematiche varia da caso a caso. Gli interventi possono 
essere farmacologici o chirurgici e la prognosi può variare da effetti minimi sulla 
capacità visiva fino alla cecità. 
 
2.3. L’endotelio corneale 
 
L’endotelio corneale tappezza tutte le pareti della camera anteriore della cornea e 
ha uno spessore di 6 μm. E’ costituito da un unico strato di cellule caratterizzate 
da un diametro di circa 22 μm e da un’area di 250 μm2. Le cellule sono appiattite 
e poligonali, ricche di mitocondri e nell’insieme appaiono come un mosaico. Il 
loro numero, pari a circa 2400-3200 per mm
2, tende a ridursi con l’età. 
L’endotelio si trova a contatto su un lato con la membrana di Descemet (Figura 
5), alla quale è unito attraverso degli emidesmosomi, particolari punti di 
ancoraggio tra cellule e matrice extracellulare, e dall’altro lato con l’umore 
acqueo. Le cellule poligonali sono collegate tra loro da desmosomi, giunzioni di 
natura proteica, e nella parte prospicente la camera anteriore da zonule occludenti, 
particolari addensamenti citoplasmatici e intercellulari che ne garantiscono una 
perfetta adesione e che pertanto rivestono un ruolo importante nella funzione della 
barriera endoteliale. 
 
 
Figura 4 - Endotelio corneale e membrana di Descemet. 1) Lamelle stromali 2) 
Fibrille di collagene 3) Cellule endoteliali. 
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La cornea non è vascolarizzata e quindi la nutrizione delle sue strutture avviene 
attraverso la diffusione di glucosio e altri soluti dall’umor acqueo attraverso 
l’endotelio. L’endotelio è dotato di una funzione attiva di trasporto fuori del 
parenchima, capace di contrastare la normale idrofilia del tessuto corneale. Si 
tratta di un meccanismo a “pompa ionica” che favorisce l’escrezione di ioni (Na+, 
Ca
++
 e HCO3
-), l’ipertonia dell’umor acqueo e conseguentemente il richiamo di 
acqua dallo stroma alla camera anteriore dell’occhio. 
L’endotelio è quindi costituito da un insieme di trasportatori e canali ionici, le sue 
cellule si comportano come delle pompe attive e regolano finemente il contenuto 
liquido della cornea, assicurando la deturgescenza stromale. L’endotelio è 
permeabile all’acqua, alle sostanze liposolubili e agli ioni; possiede caratteristiche 
di permeabilità “non reciproca”, nel senso che, mentre non impedisce il passaggio 
dalle varie sostanze dallo stroma verso l’umor acqueo, diversamente si comporta 
per le sostanze presenti nell’umor acqueo. Lo stroma corneale risulta 
notevolmente idrofilo, l’endotelio è particolarmente lipofilo; questa particolare 
caratteristica biochimica preserva lo stroma dall’imbibizione tessutale e quindi 
dall’edema corneale. Esiste una stretta correlazione tra trasparenza e stato di 
idratazione della cornea. 
Quest’ultimo definito tra il 72% e 80% è nettamente inferiore a quello della 
maggior parte dei tessuti e dei parenchimi dell’organismo. Basta aumentare il 
contenuto idrico della cornea solo di un 10% per avere edema e quindi perdita di 
trasparenza. L’endotelio è in definitiva, una barriera insostituibile per l’equilibrio 
metabolico e idrico della cornea. 
La caratteristica di resistenza dell’endotelio corneale è data dal numero di cellule 
che lo costituisce. Tale numero è programmato alla nascita e ciò giustifica le 
modeste capacità rigenerative del tessuto, che si riducono ulteriormente fino ad 
annullarsi con l’età. Le cellule dell’endotelio non si possono riprodurre e la 
riparazione avviene, infatti, prevalentemente per spandimento delle cellule 
superstiti: quando ne muore una, le cellule attigue aumentano di grandezza e 
vanno a coprire la zona lasciata libera dalla cellula morta. Durante l’infanzia tutte 
le cellule dell’endotelio hanno forma esagonale e dimensione omogenea, ma a 
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causa dell’invecchiamento e di eventuali patologie vi sono variazioni 
morfologiche e questa configurazione regolare è persa. 
La variazione della forma e dimensione e una riduzione della densità cellulare 
forniscono informazioni sullo stato di salute e qualità della cornea. Per analizzarla 
quantitativamente si possono considerare i seguenti parametri: 
 Densità cellulare 
 Polimegatismo (distribuzione della dimensione delle cellule) 
 Pleomorfismo (distribuzione del numero di lati delle cellule). 
 
2.3.1. Patologie e distrofie dell’endotelio corneale 
 
Con l’invecchiamento l’endotelio va incontro a molteplici fenomeni 
regressivi, che comportano modificazioni chimico-fisiche e strutturali, che ne 
alterano le proprietà morfologiche e quelle fisiologiche di deturgescenza 
trasparenza, permeabilità e metabolismo. Tra i quali ci sono 
l’assottigliamento dello strato endoteliale, la diminuzione di trasparenza e di 
densità cellulare, il rallentamento del metabolismo corneale. 
Un aumento della pressione all’interno dell’occhio, come accade con il 
glaucoma o un’alterazione del ricambio idrico dovuto a distrofie 
dell’endotelio corneale può causare l’edema corneale. Ricordando il ruolo 
fondamentale svolto dall’endotelio nel mantenimento della normale 
idratazione della cornea, è evidente che l’edema corneale deriva 
essenzialmente da patologie che modificano le caratteristiche anatomo-
funzionali di tale struttura. Nell’edema endoteliale, la superficie posteriore 
della cornea presenta piccole irregolarità e un opacamento circoscritto o 
esteso. Nei casi marcati, tutto l’ambito endoteliale appare ondulato per la 
presenza di zone di rigonfiamento e di vescicole. I sintomi soggettivi variano 
in rapporto alla gravità della lesioni: nei casi lievi, i pazienti lamentano un 
modico fastidio e riferiscono di vedere aloni intorno alle sorgenti luminose; in 
quelli più gravi, la diminuzione dell’acuità visiva è maggiore fino alla cecità. 
Un’altra patologia che può colpire l’endotelio corneale è la distrofia corneale 
di Fuchs. E’ una malattia che si manifesta in età adulta e più raramente in 
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infanzia/adolescenza; colpisce prevalentemente il sesso femminile. Di regola 
il coinvolgimento oculare è bilaterale, ma in rari casi può essere unilaterale. 
Dal punto di vista clinico la distrofia è caratterizzata anche in questo caso da 
un edema corneale. Il difetto fondamentale è un progressivo deterioramento 
dell’endotelio corneale. Le cellule endoteliali, nel tentativo di sostituire 
funzionalmente le cellule che vanno incontro a deterioramento, danno luogo 
ad un ispessimento della membrana di Descemet sia localizzato che diffuso, 
con progressiva degenerazione e disfunzione dell’endotelio. Si evidenzia 
quindi un edema a esordio dal centro e secondaria diffusione alla periferia, 
che si manifesta inizialmente con delle escrescenze lungo la membrana di 
Descement, chiamate gutte corneali (Figura 6) e granuli di pigmento adesi 
alle cellule endoteliali. Il progredire dell’edema può provocare il 
sollevamento microbolloso dell’epitelio corneale con una riduzione 
dell’acuità visiva e un inizio di cheratopatia bollosa. 
 
  
Figura 5 -  a) Cellule endoteliali normali. b) Gutte corneali nella distrofia di 
Fuchs. 
 
La distrofia corneale posteriore polimorfa (PPCD) è un’ulteriore patologia 
bilaterale dell’endotelio corneale. Essa è una distrofia rara, asintomatica, in 
cui le cellule dell’endotelio mostrano caratteristiche simili all’epitelio. 
L’esordio avviene alla nascita o poco dopo, benché spesso venga 
diagnosticata per caso più tardi nel corso della vita. I segni che la 
caratterizzano sono minimi, consistono in formazioni endoteliali vescicolari a 
banda o geografiche che possono essere asimmetriche. Anche nella sindrome 
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iridocorneale endoteliale (ICE), le cellule endoteliali mostrano un 
comportamento simile a quello delle cellule epiteliali, con capacità di 
proliferare e migrare verso la superficie iridea. La diagnosi può quindi 
risultare complicata anche se al microscopio speculare, le due patologie sono 
ben distinguibili. 
Anche la cornea affetta da cheratocono presenta anomalie delle cellule 
endoteliali. In particolare si riscontra un aumento del pleomorfismo. 
Inoltre un blunt trauma della cornea, causato da impatti o lesioni, può 
comportare l’allargamento delle cellule endoteliali e la diminuzione della 
densità cellulare. 
L’uso prolungato di lenti a contatto può causare delle alterazioni transitorie o 
durature dell’endotelio corneale. Le modifiche transitorie sono note come 
blebs e si manifestano quando l’endotelio subisce uno stress ipossico, indotto 
dall’uso di lenti a contatto a bassa gaspermeabilità. 
Le blebs sono degli edemi localizzati, che rigonfiandosi sporgono nell’umore 
acqueo e la loro entità è inversamente proporzionale alla trasmissibilità 
dell’ossigeno della lente a contatto. Il fenomeno è reversibile e scompare 
pochi minuti dopo la rimozione delle lenti. L’utilizzo di lenti a contatto può 
inoltre causare alterazioni nel polimegatismo e pleomorfismo. Tali variazioni 
morfologiche, a differenza delle blebs, non sono reversibili con la rimozione 
delle lenti. 
Anche interventi chirurgici, come il trattamento della cataratta o il trapianto 
di cornea, possono danneggiare l’endotelio. La valutazione quantitativa 
dell’entità delle patologie e dei danni risulta quindi fondamentale per la loro 
diagnosi e terapia. 
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3. LA BANCA DEGLI OCCHI P. PERELLI DI LUCCA 
 
L’attività di una Banca degli Occhi, o più in generale di una Banca dei Tessuti, è 
definita nel Decreto Legislativo 191 del 6 novembre 2007 e ripresa nelle Linee Guida 
per il prelievo, la processazione e la distribuzione di tessuti a scopo di trapianto, 
approvate dal Centro Nazionale Trapianti. “Si definisce Banca dei Tessuti ogni unità di 
ospedale pubblico o struttura sanitaria senza fini di lucro, in cui si effettuano attività di 
lavorazione, conservazione, stoccaggio o distribuzione di tessuti umani” (1). 
L’eccellente attività svolta dalle Banche degli Occhi ha contribuito ad aumentare la 
disponibilità delle cornee da donatore riducendo notevolmente le liste d’attesa per il 
trapianto e innalzando la qualità e la sicurezza dei tessuti. 
 
Il Centro Conservazione Cornee P. Perelli di Lucca, banca di riferimento regionale per 
la Toscana, ha iniziato la sua attività nel 1997. 
Nel Maggio 2001 il Centro Conservazione Cornee è stato intitolato alla memoria del 
Dott. Piero Perelli, Primario della 
Oculistica dell’Ospedale Campo di Marte, 
che ha effettuato per primo un trapianto di 
cornea in Toscana nel 1978. 
La paziente (una religiosa) era affetta da 
cheratocono evoluto e cataratta bilaterale, 
è stata rintracciata e contattata nel 2009 in 
occasione del decennale della istituzione 
della banca delle cornee e presentava l’occhio trapiantato perfettamente funzionante a 
distanza di oltre 33 anni dal trapianto (Fig.1- fotografia eseguita in data 3 aprile 2009). 
 
In ordine alla distribuzione di tessuti idonei e sicuri, il Centro Conservazione Cornee 
P. Perelli è certificato ISO 2001:2008 per “Processazione, banking, validazione ed 
assegnazione di tessuto corneale e membrana amniotica da donatore a scopo di 
trapianto”. 
Dal maggio 2005 ha ottenuto ed ancora mantiene l’accreditamento del Centro 
Nazionale Trapianti per le attività di “Raccolta di tessuto oculare e placentare, 
Figura 6 – Prima paziente trapiantata 
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processazione di tessuto oculare e placentare e distribuzione di tessuto oculare e 
membrana amniotica” ed è quindi presente nell’elenco delle Banche degli occhi 
accreditate presente nel sito del CNT. 
 
Il Centro Conservazione Cornee (situato all'interno dell'ospedale San Luca) dotato di 
laboratori con sofisticati strumenti tecnologici, distribuisce tessuti in Toscana e nel 
resto d’Italia per interventi programmati e in urgenza secondo le indicazioni previste 
per queste manipolazioni dalla direttiva europea 2004/23/CE recepita in Italia dai 
D.lgs. 191/2007 e 16/2010 e dalle Linee Guida (10/07/2013).  Ciascun tessuto viene 
inviato pronto per l’utilizzo, con un foglio di istruzioni per l’uso, con indicazioni utili 
per il successivo follow-up e per la registrazione di eventuali eventi e/o reazioni 
avverse 
(1)
. 
 
Dall’inizio dell’attività del Centro Cornee, sono stati valutati più di 24.000 tessuti e tra 
questi sono risultati idonei poco meno della metà. 
L’ottima percentuale di idoneità dei tessuti preparati dal Centro Cornee, dimostra 
come le procedure di lavorazione e di procurement del tessuto sono calibrate 
all’ottenimento del migliore risultato possibile. Infatti, in Italia le banche degli occhi 
censite dal Centro Nazionale Trapianti raccolgono 10.000-12.000 cornee/anno di cui il 
40% (pari a circa 5000 cornee) viene distribuito per trapianto. Di questi tessuti il 10% 
circa proviene dalla Banca della Regione Toscana. 
Dal 2003 è poi iniziata l’attività di preparazione e distribuzione di membrana 
amniotica da placenta per uso oftalmologico ed anche questo tessuto è stato distribuito 
a reparti oculistici di tutta Italia.  
 
Nella Banca delle Cornee P. Perelli di Lucca giungono le cornee prelevate dalle varie 
strutture di prelievo diffuse in tutto il territorio regionale. 
Per struttura di prelievo si intendono tutte quelle strutture in cui si effettuano prelievi 
di tessuti da donatore cadavere (cornee) o vivente (placenta) e che opera in accordo 
con una Banca dei tessuti. 
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Il flusso operativo per i tessuti corneali è articolato in diversi passaggi: 
1. Accettazione e verifica dell’idoneità del donatore 
2. Analisi dei tessuti conservati in ipotermia 
3. Conservazione dei tessuti in organo-coltura e indagini microbiologiche 
necessarie  
4. Valutazione dell’idoneità del tessuto conservato in organo-coltura 
5. Distribuzione 
 
1. Accettazione e verifica dell’idoneità del donatore. 
 
Le cornee prelevate sono messe in appositi contenitori con tappo a vite contenente un 
medium di coltura idoneo al trasporto Eusol-C (Alchimia S.r.l.) per la conservazione 
della cornea in ipotermia (+4°). La soluzione contiene un unico antibiotico 
(gentamicina), rosso fenolo che permette una rapida visualizzazione dei cambiamenti 
di pH e destrano quale agente deturgescente. 
Al momento dell'arrivo al centro deve essere verificato il corretto imballo di trasporto, 
in quanto i tessuti devono essere conservati e trasportati ad una temperatura compresa 
tra i +2 e +10 °C. Inoltre deve essere anche essere osservato l’aspetto del liquido di 
conservazione per vedere se è presente un viraggio del colore e/o intorbidamento dello 
stesso. Se il viraggio è verso pH acido e/o è presente intorbidamento, è necessario 
scartare il tessuto ed inviarlo al Laboratorio Analisi per la verifica della crescita 
microbica. 
Il passo successivo è quello di andare ad effettuare le opportune verifiche sulla 
documentazione che accompagna il tessuto, prima che venga conservato in 
frigoemoteca a +4°C fino al momento dell’analisi. 
Successivamente il medico che si occupa dell'inserimento dei dati del donatore nel 
Sistema Gestionale, etichetta il tessuto con un codice identificativo alfanumerico e 
produce la documentazione ad uso interno per la manipolazione e validazione del 
tessuto.  
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E' di fondamentale importanza, per la definizione della sicurezza del tessuto e per 
poter procedere con la donazione escludere quelle che sono, secondo le linee guida, 
tutte le controindicazioni assolute alla donazione (malattie ad eziologia sconosciuta, 
fattori di rischio per HIV, HBV o HCV, fattori di rischio per malattie da prioni, 
sindrome di Reye, neoplasie maligne di origine ematopoietica o del bulbo oculare, 
ecc..).  
 
 
2. Analisi dei tessuti conservati in ipotermia 
 
La lavorazione di tessuti deve svolgersi in un ambiente che garantisca una specifica 
qualità e pulizia dell’aria al fine di minimizzare i rischi di contaminazione, compresa 
la contaminazione incrociata tra donazioni. L’efficacia di questi provvedimenti deve 
essere convalidata e controllata 
(1)
.
 
 
Se i tessuti vengono a contatto con l’ambiente durante la lavorazione senza essere poi 
sottoposti a un procedimento di inattivazione microbica, occorre una qualità dell’aria 
con numeri di particelle e numeri di colonie microbiche equivalenti a quelli di grado A 
di cui alla Guida europea alle buone pratiche di fabbricazione (Good Manufacturing 
Practice: GMP), allegato 1, al D.lgs. 24 aprile 2006, n. 219 e alla Direttiva 
2003/94/CE, con un ambiente di fondo adeguato alla lavorazione dei tessuti/cellule 
interessati. Per esempio per la cornea è richiesto un ambiente di fondo almeno di grado 
D e invece per la membrana amniotica per uso dermatologico è richiesto un ambiente 
di fondo di grado B. 
I tessuti corneali pronti per la valutazione al Centro Conservazione Cornee P. Perelli 
vengono lavorati sotto cappa a flusso laminare di grado A posizionate all’interno di 
camere bianche con ambiente di fondo di classe B. 
Tutti i tessuti devono essere analizzati al microscopio al fine di valutare le 
caratteristiche e la vitalità endoteliale, attraverso l’utilizzo di un colorante vitale 
Trypan Blu 0,25%, un derivato del toluene. La soluzione colora i nuclei e penetra 
attraverso la membrana delle cellule danneggiate, permettendo un’analisi 
semiquantitativa percentuale della mortalità delle cellule endoteliali. 
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Per l’analisi dei tessuti conservati  “a freddo” (+ 4°C) si procede come segue: 
 
 Si prepara il campo sterile sulla superficie della cappa a flusso laminare, 
posizionando tutti i componenti per l’esecuzione dell’analisi del tessuto (flacone di 
fisiologica/PBS, piastra Petri con soluzione di saccarosio, soluzione di Trypan 
Blue, ferri chirurgici, pipetta Pasteur sterile monouso, telo campetto sterile, flaconi 
con il tessuto). 
 
 Si prendono i tessuti, se è il caso si pratica una peritomia radiale dei residui di 
congiuntiva e si toglie (se presente) la camera anteriore. Si adagia la cupola 
sclerocorneale sul telo campetto sterile con la parte concava rivolta verso l’alto. 
 
 Si copre la cornea con il Trypan Blue utilizzando la pipetta Pasteur sterile monouso 
e si fa partire il cronometro o comunque si conta un intervallo da 40” ad 1’. 
 
 Si elimina l’eccesso di colorante e si immerge la cupola sclerocorneale nella 
soluzione fisiologica/PBS e si posiziona nella piastra Petri con la parte concava in 
basso avendo cura di eliminare le bolle d’aria (31). 
 
 Si esamina la cornea al microscopio ad occhio nudo, verificando prima (mediante 
visione diretta tramite illuminazione del tessuto) la trasparenza e le opacità 
localizzate, la presenza di leucomi o di cicatrici da corpo estraneo, la presenza di 
pterigio, il rim sclerale, l’eventuale presenza di gerontoxon o di arco senile e si 
stima il diametro del lembo libero, ed infine si passa alla valutazione a piccolo 
ingrandimento (40X) del tessuto e a grande ingrandimento (100X) delle condizione 
dell’endotelio . 
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A piccolo ingrandimento si valuta: 
 La porzione perilimbare della cornea, dove si possono individuare le cicatrici 
da intervento e la disposizione dei vasi; 
 La mortalità indotta da pieghe, diffusa e iatrogena stimando la percentuale di 
cellule o zona Trypan Blue positiva, nella zona ottica e paracentrale. 
 
A ingrandimento maggiore (100x): 
 Si distinguono le pieghe da ipotono valutandone la mortalità indotta. 
 Si osservano la morfologia cellulare, i margini intercellulari e la disposizione 
del mosaico endoteliali; 
 Si determina la densità endoteliale, se possibile mediante la media di cinque 
conte nella zona ottica o adiacente (paracentrale). 
Si riportano poi nel gestionale i dati ricavati dall’analisi macro e microscopica del 
tessuto. 
L’analisi microscopica del tessuto è fondamentale al fine di determinare se una cornea 
è idonea o no per un determinato tipo di trapianto. 
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Di seguito le diverse caratteristiche dei tessuti per i vari tipi di intervento: 
 
 Cornea per cheratoplastica perforante - PK (consiste nella sostituzione di una 
porzione centrale (di circa 8 mm di diametro), a tutto spessore, della cornea 
danneggiata).  
 
 Densità cellulare endoteliale uguale o superiore a 2.400 cellule/mm2. 
 Mosaico cellulare endoteliale monomorfo senza marcato pleiomorfismo né 
polimegatismo.  
 Segni di distrofia o degenerazione endoteliale (depositi pigmentati, gutte) 
assenti o estremamente ridotti.  
 Stroma corneale esente da opacità significative che ne compromettano la 
trasparenza 
 
 
 Cornee da utilizzarsi per cheratoplastica lamellare anteriore – DALK 
(sostituzione degli strati anteriori della cornea, dall’epitelio fino allo stroma 
profondo, e vengono eseguiti in funzione della sede dell’opacità del tessuto 
malato). 
 
 E’ considerato idoneo lo stroma corneale esente da opacità significative che 
ne compromettano la trasparenza.  
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 Cornee da utilizzarsi per cheratoplastica endoteliale - DSAEK (consiste nella 
rimozione del solo endotelio della cornea del paziente e nella sua sostituzione con 
un lenticolo di 8-8,5 mm. di diametro di tessuto corneale ed endotelio sano di 
donatore). 
 
 Densità cellulare endoteliale uguale o superiore a 2.500 cellule/mm2. 
 Mosaico cellulare endoteliale monomorfo senza marcato pleiomorfismo né 
polimegatismo.  
 Segni di distrofia o degenerazione endoteliale (depositi pigmentati, gutte) 
assenti o estremamente ridotti.  
 
I tessuti, dopo essere stati osservati, se risultano non idonei vengono smaltiti 
specificando nel gestionale la causa, se invece sono idonei per PK o urgenza vengono 
rimessi nel loro flacone originario su cui viene apposta un’apposita etichetta 
identificativa con la relativa data di scadenza e conservate “a freddo” (+4°C) per 
massimo 12 giorni dalla data di prelievo. Se non ci sono state richieste, alla loro 
scadenza vengono messe nel terreno di coltura per la conservazione “a caldo”. 
 
3. Conservazione dei tessuti in organo-coltura e indagini microbiologiche necessarie  
 
I tessuti corneali non idonei vengono posti in organocoltura a + 31°C ponendo sul 
bordo sclerale un galleggiante che li mantiene in sospensione in appositi flaconi di 
terreno liquido D-MEM (TISSUE-C prodotti da Al.chi.mi.a. S.r.l.). Il periodo di 
conservazione è al massimo di 4-5 settimane. Durante questo periodo è obbligatorio 
eseguire indagini microbiologiche sul liquido di conservazione ed è necessaria almeno 
una valutazione delle cornee al microscopio ottico per accertarne l’idoneità prima di 
poterle distribuire 
(1)
. 
Secondo le direttive di farmacopea europea il test di riferimento per valutare la 
contaminazione microbiologica nei liquidi per il mantenimento dei tessuti prevede: la 
filtrazione su membrana o l’inoculazione diretta del liquido nel terreno di coltura. I 
terreni di crescita indicati sono: Trypticase soy broth (TBS) e Fluid Thioglycolate 
Medium (FTM). Per valutare la positività del terreno si osserva l’eventuale torbidità, 
30 
 
dopo 14 giorni di incubazione. Visto il sempre maggior numero di campioni da 
controllare nell’eye banking tale metodica risulta poco pratica, quindi si è scelto di 
utilizzare per l’analisi microbiologica sistemi automatizzati. I sistemi automatizzati più 
usati sono Bactec (BD) e BacT/ALERT 3D (BioMérieux) normalmente impiegati in 
emocoltura. Studi sulle performance delle analisi microbiologiche automatizzate 
(32,33,34)
 hanno dimostrato che per i tempi di negatività non sono necessari 14 gg 
previsti dalla farmacopea Europea ma bastano 5/7 giorni per definire un campione 
negativo. Inoltre si è notato come tutti gli strumenti siano sensibili ai vari ceppi testati, 
seppur con alcune differenze.  
Un ulteriore strumento automatizzato per l’analisi dei liquidi biologici è HB&L di 
Alifax, che presenta delle sostanziali differenze rispetto ai due strumenti sopracitati. 
Nato per l’analisi delle urine anziché del sangue, utilizza una diversa tecnologia in 
quanto la positività del campione viene determinata mediante tecnologia light 
scattering, che attraverso l’uso di una sorgente luminosa e un rilevatore, misura 
l’eventuale torbidità all’interno del vials data dalla crescita microbica. Studi 
sull’affidabilità di questo strumento hanno evidenziato una notevole sensibilità, in 
quanto pur utilizzando una ridotta quantità di materiale (0.5 vs 3.0 ml) il numero dei 
falsi negativi non è risultato elevato
(35)
. Inoltre in letteratura è riportato come questo 
particolare sistema di lettura permetta una identificazione più rapida del campione 
positivo rispetto alla tecnologia in fluorescenza adottata da BD e da quella 
colorimetrica adottata da BioMérieux.   
 
Nella Banca delle Cornee di Lucca dopo 4-6 giorni dalla messa in coltura viene 
eseguita un’indagine microbiologica sul liquido utilizzando flaconi per emocoltura 
BacT/ALERT per aerobi/miceti e per anaerobi.  
Nel caso in cui sia rilevato un flacone di coltura (Tissue-C) in cui è presente il viraggio 
del colore verso l’arancione-giallo e/o torbidità del liquido, o un materiale precipitato 
sul fondo del flacone, siamo in presenza di crescita microbica all’interno del flacone 
stesso. Il flacone viene quindi portato fuori dalla camera sterile, inviato alla 
microbiologia per l’identificazione del microorganismo, ed ovviamente il tessuto viene 
smaltito per sospetta crescita microbica. 
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4. Esecuzione dell'analisi del tessuto conservato “a caldo” (+31°C). 
 
La valutazione dei tessuti conservati in organocoltura si esegue dopo aver effettuato 
sugli stessi il test di crescita microbica. Dopo circa 10/12 giorni dall’inizio 
dell’organocoltura, se il risultato è negativo, la cornea viene rivalutata per vedere se è 
idonea al trapianto o se deve essere smaltita (per densità endoteliale, mortalità ecc..). 
La procedura di valutazione è molto simile alla procedura per l’analisi “a freddo”, con 
alcune semplificazioni: 
 Si esamina la cornea al microscopio non eseguendo la valutazione diretta a 
occhio nudo perché già eseguita nella procedura a freddo. 
 Si esegue l’osservazione a piccolo (40x) ingrandimento limitandosi alla 
valutazione della mortalità con la stima della percentuale di cellule Trypan Blue 
positive e verificando se la mortalità è presente in prossimità di pieghe stromali, 
ovvero è diffusa sulla superficie dell’endotelio. 
 Si esegue poi l’osservazione ad ingrandimento maggiore (100x), verificando 
l’organizzazione endoteliale, ovvero le zone in cui non si apprezza il mosaico 
endoteliale stimandone la percentuale e si osserva la morfologia cellulare 
facendo una conta densitometrica dell’endotelio stesso utilizzando gli stessi 
criteri dell’esame a freddo. 
 
La valutazione del tessuto è la medesima di quella eseguita per l’esame a freddo 
tenendo presente che i criteri di polimorfismo devono essere mantenuti meno 
stringenti in quanto l’assestamento dell’endotelio per la copertura di tutti gli spazi, 
induce una modifica della forma e delle dimensioni cellulari che non dipendono dalla 
condizione morfologica primitiva del tessuto. 
 
 
Una volta eseguita l’analisi microscopica possono verificarsi tre casi diversi: 
a) La cornea risulta idonea per trapianto. 
b) La cornea non risulta idonea per trapianto. 
c) La cornea necessita di successiva rivalutazione. 
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a) La cornea risulta idonea per trapianto. 
 
Nel caso la cornea risulti idonea per trapianto, questa viene rimessa nel terreno di 
coltura riposizionando il tappo e la ghiera metallica di chiusura, e si mette 
nell’incubatore a +31°C nell’attesa di associarla ad una richiesta. 
 
b) La cornea non risulta idonea per trapianto. 
 
Nel caso la cornea non risulti idonea per il trapianto è necessario inserire i dati di 
smaltimento come per la cornee “a freddo”. 
 
c) La cornea necessita di successiva rivalutazione. 
 
Nel caso la cornea necessiti di successiva rivalutazione si rimette nel terreno di coltura 
riposizionando il tappo e la ghiera metallica di chiusura, e si mette nell’incubatore a 
+31°C e si inseriscono tutti i dati nell’apposita sezione del programma gestionale. 
Nel caso si reputi necessario un cambio di terreno, si prende un nuovo flacone di 
terreno di coltura preferibilmente portato alla temperatura di conservazione oppure a 
temperatura ambiente e si sposta il tessuto nel nuovo flacone, si chiude lo stesso 
riposizionando il tappo e la ghiera metallica di chiusura e si registrano i dati nel 
gestionale. 
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5. Distribuzione 
 
Il Centro Conservazione Cornee P. Perelli di Lucca riceve le richieste informatizzate di 
tessuti per interventi di cheratoplastica perforante, lamellare anteriore e lamellare 
posteriore dal lunedì al mercoledì della settimana precedente a quella prevista per 
l’intervento, fatto salvo per le richieste urgenti che possono arrivare alla Banca ed 
essere evase in qualsiasi momento. 
Il tessuto assegnato ad una determinata richiesta deve essere trasferito in un apposito 
flacone contenente un terzo liquido (CARRY-C, Al.chi.mi.a. S.r.l.) necessario per la 
deturgescenza delle cornee; questa operazione, che può protrarsi per un massimo di 5 
giorni, è indispensabile per rendere il tessuto di uno spessore idoneo ad essere 
trapiantato. Infatti il destrano contenuto permette con un meccanismo osmotico allo 
stroma corneale di perdere l'acqua accumulata e far sì che lo spessore corneale ritorni 
ai valori fisiologici. Anche questa soluzione contiene una miscela 
antibiotica/antimicotica che garantisce una protezione efficace contro batteri e funghi. 
Prima di distribuire il tessuto anche in questo caso è obbligatorio eseguire indagini 
microbiologiche sul liquido di trasporto. 
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4. AMBIENTI DI LAVORO  
 
Per quanto riguarda la processazione di tessuti, quando tali attività comprendono la 
lavorazione con cellule a contatto con l’ambiente, essa deve svolgersi in un ambiente 
che garantisca una specifica qualità e pulizia dell’aria al fine di minimizzare i rischi di 
contaminazione, compresa quella crociata tra donazioni 
(1). L’efficacia di questi 
provvedimenti deve essere convalidata e controllata.  
Se i tessuti vengono a contatto con l’ambiente durante la lavorazione senza essere poi 
sottoposti a un procedimento di inattivazione microbica, occorre una qualità dell’aria 
con numeri di particelle e numeri di colonie microbiche equivalenti a quelli di grado A 
di cui alla Guida europea alle buone pratiche di fabbricazione (Good Manufacturing 
Practice: GMP), allegato 1, al D.lgs. 24 aprile 2006, n. 219 e alla Direttiva 
2003/94/CE, con un ambiente di fondo adeguato alla lavorazione dei tessuti/cellule 
interessati. Per esempio per la cornea è richiesto un ambiente di fondo di grado B e 
invece per la membrana amniotica è richiesto un ambiente di fondo almeno di grado 
D. 
 
La classificazione in gradi di una cleanroom viene definita secondo due standard: le 
dimensioni delle particelle (Tab.1) e la quantità di UFC (Tab.2) ammessi nei vari gradi 
e nelle varie condizioni elencate 
(36)
. 
 
Tabella 1: Classificazione particelle 
Classificazione (in termini di quantità di particelle) di Cleanroom adibite a 
produzione di medicinali sterili 
 A riposo In operatività 
Grado Quantità massima ammissibile di particelle/m
3
 pari o superiore a: 
 0,5 µm 5,0 µm 0,5 µm 5,0 µm 
A 3.520 20 3.520 20 
B 3.520 29 352.000 2.900 
C 352.000 2.900 3.520.000 29.000 
D 3.520.000 29.000 Non definita* Non definita* 
*in questi casi la quantità dipende dalla natura delle operazioni ivi effettuate 
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Tabella 2: Classificazione microbiologica 
Limiti raccomandati per il monitoraggio microbiologico di Cleanroom adibite 
a produzione di medicinali sterili 
 Limiti raccomandati per evitare la contaminazione microbica 
Grado Campione di aria 
ufc/m
3 
Piastre di 
sedimentazione (Ø 
90 mm) ufc/4 ore 
Piastre di contatto 
(Ø 55 mm) 
ufc/piastra 
Impronta del 
guanto a 5 dita 
ufc/guanto 
A <1 <1 <1 <1 
B 10 5 5 5 
C 100 50 25 - 
D 200 100 50 - 
 
L’accesso a questi locali deve prevedere una vestizione specifica, che permetta di 
minimizzare le possibili contaminazioni dall’esterno e che salvaguardi la sicurezza 
personale. Le procedure per l’ingresso dei materiali e del personale devono essere 
accuratamente riportare nelle POS (Procedure Operative Standard) e facilmente 
consultabili. Le procedure per la pulizia e la sanitizzazione dei locali devono essere 
validate, prevedendo una adeguata rotazione dei prodotti con effetto decontaminante. 
Durante tutte le fasi di lavorazione si devono usare strumenti sterili, procedure 
asettiche e condizioni adeguate a evitare la contaminazione e la crescita di 
microrganismi 
(1)
. 
 
La banca degli Occhi di Lucca dispone di una Clean room composta da un’ambiente di 
lavoro di Grado D e da due ambienti di lavoro di Grado B. 
Una clean room è definita come un locale in cui la concentrazione di particelle 
aerodisperse è controllata ed è costruita e utilizzata in modo tale da minimizzare 
l’infiltrazione, la generazione e la ritenzione di particelle al suo interno. In questi 
ambienti devono essere rilevati e controllati i parametri fisici quali pressione, 
temperatura ed umidità. La costruzione di una clean room deve seguire le Good 
Manufacturing Practice, insieme a regole, procedure e linee guida in base alle quali 
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vengono prodotti farmaci, dispositivi medici, cibi e sostanze farmacologicamente 
attive. Altri parametri estremamente importanti in una clean room sono: l’immissione 
di aria filtrata con terminali HEPA (High Efficency Particulate Air), l’unidirezionalità 
del flusso laminare (per garantire la funzione lavante dell’aria), le pressioni 
differenziali (sempre maggiori in base al grado di pulizia ambientale) e l’elevato 
numero di ricambi d’aria, che deve essere maggiore di 20 ricambi/ora. Per verificare la 
reale pulizia di una clean room, vengono eseguiti i controlli di valutazione ambientale 
che prevedono il monitoraggio degli ambienti di lavoro, al fine di controllare la qualità 
di aria e superfici. La valutazione microbiologica dell’aria avviene per mezzo del 
campionamento attivo (SAS Super ISO, PBI) o passivo eseguito per tutte le postazioni 
di grado A utilizzate nella giornata. 
Il campionamento attivo viene fatto attraverso uno strumento che aspira l’aria e la 
forza contro piastre sterili da contatto, mentre quello passivo viene eseguito lasciato 
aperte piastre Petri di TSA da 90 mm di diametro sotto i flussi laminari per almeno due 
ore fino ad un massimo di quattro.  
Per la valutazione delle superfici di lavoro (ogni qualvolta venga utilizzata la cappa) e 
degli ambienti si utilizzano piastre da contatto di 55 mm di agar TSA che vengono 
leggermente premute sulla superfice per 10”. Le piastre sono poi incubate a 31°C per 5 
giorni, e vengono controllate quotidianamente.  
Con cadenza mensile vengono effettuati controlli sulle pareti, sui pavimenti e su tutte 
le superfici maggiormente esposte al contatto con l’operatore durante la normale 
attività, in modo da verificare la corretta esecuzione delle procedure di pulizia. 
Per verificare l’appartenenza di classe prevista dalle GMP, si effettua il controllo 
microbiologico attivo ed il controllo particellare semestralmente, nei vari ambienti di 
lavoro, secondo la loro classificazione (B, C, D).  
In caso la contaminazione microbiologica rilevata o la conta particellare superi i valori 
massimi per la tipologia di ambiente controllato, si eseguono manovre correttive 
previste (ad esempio: pulizie straordinarie o verifica/sostituzione dei filtri) 
(36)
. 
Da quanto sopra detto, è chiaro che per lavorare all’interno di una clean room, essendo 
il corpo umano una ricca fonte di contaminanti, occorre seguire un processo di 
vestizione specifico al fine di minimizzare o comunque ridurre il più possibile il 
rilascio di contaminanti. Per l’ingresso nella clean room è importante che il personale 
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eviti di indossare oggetti personali e cosmetici e in ogni caso deve essere in perfette 
condizioni fisiche (un raffreddore o un’ustione aumentano notevolmente l’emissione 
di particelle). 
Per accedere ad esempio ad una clean room di classe B è obbligatorio indossare guanti 
sterili, cuffia, mascherina, calzari e una tuta integrale con cappuccio fatta con un 
materiale sintetico (Tyvek) specifico per tale scopo. Il comportamento dell’operatore 
all’interno della clean room, deve necessariamente rispondere a determinati requisiti, 
che vanno dall’abbigliamento suddetto, all’igiene personale, alla posizione del corpo 
che deve essere sempre il più possibile parallela al flusso d’aria, alle modalità di 
movimento, il più possibile lento e contenuto. 
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5. SCOPO E OBIETTIVI  
 
Essendo la cornea un tessuto non sterile, la flora microbica che si evidenzia è 
prevalentemente residenziale sia in vivo che post mortem. L’infezione post-
cheratoplastica (cheratite o endoftalmite acuta post-operatoria che insorge entro 6 
settimane dall’evento chirurgico), è poco frequente (0.04-0.382%) (10-12) e in continua 
tendenza alla riduzione nell’ultimo decennio. E’ stato visto che l’insorgenza di 
endoftalmite rimane prevalentemente correlata alla presenza di batteri nel tessuto 
trapiantato. Per questo le varie società scientifiche internazionali e le “linee guida per 
il prelievo, la processazione e la distribuzione di tessuti a scopo di trapianto” 
approvate dal Centro Nazionale Trapianti, richiedono obbligatoriamente l’esecuzione 
di validi test di controllo microbiologico prima di distribuire i vari tessuti. 
 
Lo studio di questo elaborato è stato quindi condotto al fine di andare a confrontare i 
diversi strumenti automatizzati per le analisi microbiologiche sui terreni di coltura e di 
trasporto impiegati nel Centro Cornee P. Perelli di Lucca, al fine di mettere in risalto le 
caratteristiche e peculiarità di ognuno. 
I sistemi automatizzati di analisi microbiologica confrontati sono il sistema 
BacT/ALERT 3D di BioMérieux e il sistema HB&L di Alifax. 
Il sistema di BioMérieux è molto conosciuto nell’ambito delle analisi sulle emocolture 
ed è estremamente valido anche per le analisi su altri liquidi biologici. 
L’HB&L Uroquattro è un sistema semi-automatico nato per l’esecuzione dello 
screening dell’urinocoltura e destinato inoltre alla rilevazione rapida di micro-
organismi aerobi, anaerobi stretti o facoltativi e miceti eventualmente presenti in 
prodotti lavorati o preparati con procedure asettiche (ad es. liquido di conservazione 
delle cornee umane).  
Il sistema HB&L di Alifax inoltre è uno strumento più innovativo degli altri in quanto 
utilizza una diversa tecnologia. La positività del campione viene determinata mediante 
tecnologia light scattering, che attraverso l’uso di una sorgente luminosa e un 
rilevatore, misura la torbidità all’interno del vials. Inoltre tale metodologia consente di 
ottenere una risposta in tempi nettamente inferiori.  
Il lavoro è stato suddiviso in due fasi: 
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Nella prima fase abbiamo cercato di determinare per i due strumenti il limit of 
detection (LOD –  n° più basso delle unità formanti colonie (UFC) per campione che 
possono essere rilevate dallo strumento) attraverso l’esecuzione di varie diluizioni 
decimali seriali di alcuni ceppi batterici in un terreno di coltura per tessuti corneali non 
contenente antibiotici. Le varie diluizioni sono state poi inoculate nei flaconi dei due 
strumenti ed analizzate.  
Nella seconda fase abbiamo confrontato i vari strumenti attraverso l’analisi di varie 
diluizioni seriali di alcuni ceppi batterici nel terreno di coltura per tessuti corneali 
contenente antibiotici (Penicillina G, Streptomicina e Amfotericina B), normalmente 
utilizzato. Le varie diluizioni formate sono state inoculate nei flaconi dei due strumenti 
in diversi tempi. Al tempo zero, al tempo + 24 ore per simulare il controllo 
microbiologico svolto sul terreno di trasporto e al tempo + 5 giorni per simulare il 
controllo microbiologico svolto sul terreno di coltura. 
I nostri risultati sono stati quindi confrontati con la letteratura in materia allo scopo di 
trarre spunti di miglioramento per l'intera gestione dei controlli microbiologici svolti 
sui liquidi di conservazione del tessuto corneale presso il Centro Conservazione 
Cornee P. Perelli dell'Ospedale San Luca di Lucca. 
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6. ANALISI MICROBIOLOGICA DEI TESSUTI CORNEALI 
 
Durante il periodo di conservazione (al massimo di 4-5 settimane) dei tessuti corneali 
in organocoltura a +31°C è obbligatorio eseguire indagini microbiologiche sul liquido 
di conservazione prima di poterle distribuire 
(1)
. 
Visto il sempre maggior numero di campioni da controllare nell’eye banking, la 
metodica di farmacopea con l’inoculazione diretta del liquido nel terreno di coltura  
risulta poco patica, quindi si è scelto di utilizzare per l’analisi microbiologica sistemi 
automatizzati. I sistemi automatizzati attualmente utilizzati per eseguire i test 
microbiologici automatizzati sono il sistema BacT/ALERT 3D di BioMérieux e il 
sistema HB&L Uroquattro di Alifax. 
 
Le principali analogie tra i due strumenti riguardano l’ambiente in cui crescono i 
microrganismi, infatti tutti e due i sistemi hanno un ambiente termostatato a 37°C, 
brodi di coltura arricchiti e mantenuti (anche se in modo diverso) in agitazione. Inoltre 
la positività dei campioni viene determinata mediante degli algoritmi che analizzano le 
curve di crescita create dai vari sistemi di lettura. 
Il sistema BacT/ALERT 3D si differenzia da H&BL Uroquattro per il tipo di lettura 
che viene eseguito che si basa sul viraggio di un indicatore posto alla base del flacone 
a seguito di un accumulo di CO2 e modifica del pH, rispetto alla misura diretta della 
torbidità del vials dell’altro sistema. 
Il sistema BacT/ALERT 3D ha a suo favore il fatto di utilizzare dei flaconi con resine 
per l’assorbimento degli antibiotici ed eventuali interferenti. 
Il sistema H&BL Uroquattro invece rispetto all’altro ha il grosso vantaggio di 
utilizzare anche flaconi con brodi di coltura per miceti oltre a quelli per aerobi ed 
anaerobi. 
Ultima differenza, i volumi di inoculo, lo strumento BioMérieux accetta volumi da 8-
10 ml, lo strumento Alifax prevede solo 0,5 ml. 
Tutti gli strumenti presentano una struttura modulare in dettaglio: BacT/ALERT 3D 
presenta 2 cassetti (min.1 max.16) da 60 posti organizzati in 6 file da 10 postazioni, 
mentre HB&L Uroquattro presenta cassetti (min.1 max.2) con struttura circolare da 60 
postazioni divise in due anelli concentrici da 30 postazioni. 
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6.1.  Il sistema automatico BacT/ALERT 3D 
 
L’uso principale, se non esclusivo, di questo sistema in ambito ospedaliero è per le 
emocolture, seguono poi le indagini su altri liquidi biologici (es. liquor) e non 
(uso industriale e farmaceutico). Vengono utilizzati flaconi che contengono terreni 
di crescita che vengono inseriti nello strumento dove sono mantenuti alla 
temperatura di 37°C e in agitazione a intervalli regolari. La lettura della positività 
avviene in maniera automatica. Il meccanismo 
per il riconoscimento della positività si basa 
sull’accumulo di CO2 all’interno del flacone, 
dovuto alla proliferazione dei microrganismi. 
Questo accumulo fa virare un indicatore, posto 
sul fondo del flacone, in corrispondenza della 
cella di lettura dello strumento che, leggendo il 
viraggio dell’indicatore, è in grado di creare una 
curva con l’andamento della quantità di CO2 nel 
flacone (Figura 7). Il software dello strumento, 
attraverso particolari algoritmi di analisi, riconosce l’eventuale curva caratteristica 
di una crescita batterica determinando quindi la positività del campione. 
Il BacT/ALERT 3D è in grado di rilevare un’ampia varietà di organismi con un 
recupero >95% entro le 24% e >98% entro le 72 ore. All’aumentare della 
concentrazione di CO2, il sensore nel flacone vira al giallo. Questo cambiamento è 
permanente, il che permette di verificare la positività di un campione anche 
durante la fase di scarico dello strumento. I flaconi di coltura, monouso e di 
materiale plastico, contengono un sensore a emulsione liquida e non appena 
inseriti nello strumento inizia il monitoraggio in continuo da parte dei 
fotorilevatori allo stato solido. Misurando la luce riflessa in continuo, vengono 
registrati i cambiamenti di colore del sensore.  Un algoritmo analizza il valore 
della lettura per determinare la positività e il risultato è immediato notificando con 
allarmi sonori e visivi sullo schermo centrale. Inoltre lo strumento presenta delle 
indicazioni luminose in corrispondenza delle celle e allarmi dedicati sullo 
Figura 7 - Sistema di 
rilevazione BacT/ALERT 3D 
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schermo centrale, in modo da segnalare i flaconi negativi, dubbi, errori di lettura, 
celle disabilitate o non funzionanti e flaconi anonimi.  
I flaconi sono identificati con un codice a barre univoco, al momento 
dell’immissione si procede con la lettura del codice del flacone e del paziente; lo 
strumento provvede poi ad associare la cella di lettura a questi dati. 
Il tempo di inoculo può essere deciso dall’utente e impostato sullo strumento, con 
un range da 1 a 14 giorni. I tempi 
normalmente utilizzati sono di 5/6 
giorni per le emocolture e le analisi 
di liquidi biologici 
(37-38)
, anche se 
sono riportate dalle aziende delle 
criticità di identificazione su 
particolari microrganismi a crescita 
lenta. Il volume consigliato è di 8-
10 ml, con un minimo di 3 ml.  
I cassetti dove sono inseriti i flaconi 
per favorire l’eventuale crescita dei 
microrganismi sono termostatati, 
con temperatura regolabile dall’utente, ovviamente essendo l’uso principale su 
liquidi biologici quest’ultima varia dai +35 ai +37 gradi. Il sistema è provvisto di 
allarmi nel caso in cui, durante il carico o lo scarico dei flaconi, un cassetto 
rimanga aperto troppo a lungo pregiudicando così il mantenimento della 
temperatura impostata. Sempre per favorire le migliori condizioni di crescita il 
sistema è dotato di un meccanismo di agitazione per inversione dei flaconi; tale 
meccanismo può essere disattivato per alcuni gruppi di celle nel caso vi sia la 
necessità di ricercare microorganismi particolari (es. micobatteri). L’indipendenza 
di tali gruppi offre un vantaggio in caso di eventuali guasti a tale sistema, in 
quanto non vi sarebbe un blocco di agitazione di tutte le celle. 
 
 
 
 
Figura 8 - BacT/ALERT 3D 
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6.2. Il sistema automatico HB&L Uroquattro  
 
HB&L Uroquattro è un sistema semi-automatico nato per l’esecuzione dello 
screening dell’urinocoltura e destinato inoltre alla rilevazione rapida di micro-
organismi e alla rilevazione dell’attività antimicrobica residua in liquidi biologici 
umani (lavaggi bronco-alveolari, aspirati oro-tracheali, espettorati, liquor, liquidi 
pleurici, sinoviali, ascitici, peritoneali). Durante la coltura dei campioni il 
dispositivo è in grado di segnalare il raggiungimento della concentrazione di 0,5 
Mc Farland attraverso una specifica funzionalità software (Mc Farland monitor). 
Questa funzione indica direttamente la torbidità del liquido analizzato ed è resa 
possibile grazie al differente principio di misura che questo strumento adotta. 
Viene infatti eseguita una rilevazione cinetica su due detector a 30° e 90° tramite 
Laser Light Scattering a 650 nm 
collimato e focalizzato su mezzo 
di coltura liquido (Figura 9). Per 
questo motivo le vials d’analisi 
sono in vetro con particolari 
caratteristiche di assorbanza. L’uso di due detector a differenti angolazioni 
permette di avere buone letture anche in caso di elevata torbidità o di campione di 
partenza non limpido. Infatti in quest’ultima situazione è facile che il detector a 
30° saturi immediatamente, fornendo così una 
lettura costante e di conseguenza un falso negativo; 
la presenza di un secondo detector posto ad 
angolazione maggiore permette di evitare questo 
tipo di letture. 
La peculiarità di questo strumento è strettamente 
legata alla diversa tecnologia utilizzata, che 
permette di ottenere i risultati dei test nella metà 
del tempo impiegato dai test in fluorescenza. Una 
seconda caratteristica è il ridotto volume di 
campione richiesto (0,5 ml) da questo tipo di 
analisi. Anche per questo strumento le letture sui campioni vengono effettuate 
Figura 9 - Sistema di rilevazione HB&L 
Figura 10 - HB&L Uroquattro 
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ogni 5 minuti, quando il sistema rileva una crescita batterica questa non viene 
immediatamente comunicata, si attende che la crescita risulti riconosciuta valida 
per cinque letture consecutive, dopo di che viene confermata; questo serve per 
evitare eventuali falsi positivi. Le condizioni di mantenimento del campione sono 
analoghe all'altro strumento, ovvero temperatura mantenuta con termostato a 37°C 
e in agitazione, mediante un agitatore meccanico mosso da magnete posto in 
corrispondenza della cella d'analisi. 
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7. MATERIALI E METODI 
 
Durante la fase di svolgimento del progetto in via preliminare si è reso necessario 
procurarci i vari materiali necessari per allestire le prove e i vari ceppi di 
microrganismi con i relativi antibiogrammi che ci sono stati forniti dall’unità operativa 
di microbiologia dell’ospedale San Luca. 
 
7.1. Prima fase – Limit of detection (LOD) 
 
Per l’esecuzione di tale fase si è deciso di utilizzare i tre generi di microrganismi 
che risultano essere i più rappresentativi delle positività riscontrare nei tessuti 
corneali nel 2015 dalle varie banche degli occhi italiane. I microrganismi 
selezionati erano un gram positivo (Staphylococcus aureus), un miceto (Candida 
Tropicalis) e un gram negativo (Pseudomonas aeruginosa). 
Sotto cappa a flusso laminare di Classe A, si procede sterilmente alla preparazione 
di un terreno per la coltura del tessuto corneale privo però di antibiotici. 
Il terreno privo di antibiotici si è preparato secondo le informazioni che abbiamo 
ricavato dalla letteratura 
(39-40)
 andando ad aggiungere ad un flacone da 500 ml di 
Iscove’s Modified Dulbecco’s Media (IMDM della Gibco by Life Tecnologies) 
contenente rosso fenolo, Hepes Buffer e la glutammina ad alta stabilità , 5 ml di 
siero fetale bovino γ-irradiato (Gibco by Life Tecnologies) in modo da ottenere 
una concentrazione del 2%. Una volta aliquotati tutti i componenti il flacone si è 
chiuso e agitato adeguatamente. 
Successivamente si sono preparate 3 provette utilizzando il turbidimetro, ognuna 
una concentrazione di approssimativamente di 10
8
 UFC/ml (0.5 McF) dei vari 
microrganismi. Sempre in ambiente sotto cappa di classe A a flusso laminare si 
allestiscono le varie diluzioni seriali, utilizzando per la prima 9 ml del terreno 
preparato e 1 ml del campione iniziale con concentrazione approssimativa di 10
8
 
UFC/ml, per le successive si utilizza invece 1 ml della diluizione precedente in 9 
ml del terreno da noi preparato. 
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Le diluizioni che sono state scelte per le prove sono:  
- 107 
- 106  
- 104 
- 103 
- 102  
- 100 
 
Una volta allestite le varie diluizioni, si procede all’inoculo nei vari vials 
dell’Alifax e nei flaconi del BacT/Alert 3D. Con una siringa da 2,5 ml, si 
prelevano 1,5 ml è se ne inoculano 0,5 ml in ognuno dei tre vials per aerobi, 
anaerobi e miceti dello strumento HB&L. Per quanto riguarda lo strumento 
BacT/Alert 3D si usa una siringa da 10 ml, si prelevano 7 ml e si inocula 4 ml nel 
flacone per anaerobi BacT/Alert FN Plus e 3 ml nel flacone per anaerobi 
BacT/Alert FA Plus. La stessa procedura è ripetuta per le altre diluizioni e gli altri 
microorganismi. 
 
- Per ogni inoculo si registrano su un apposito foglio i codici a barre dei flaconi 
associati a quel determinato microrganismo e alla diluizione corrispondente. 
 
- Una volta ultimati i vari inoculi i vials e i flaconi sono stati inseriti nei 
rispettivi strumenti di analisi per 72 h circa. 
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7.2. Seconda fase – confronto tra i due strumenti  
 
Per allestire tale prova abbiamo utilizzato sempre i tre generi di microrganismi 
che risultano essere i più rappresentativi delle positività riscontrare nei tessuti 
corneali nel 2015 dalle varie banche degli occhi italiane. 
In questo caso volendo confrontare i due strumenti con inoculi eseguiti al tempo 
zero, al tempo + 24 ore (per simulare il controllo microbiologico svolto sul terreno 
di trasporto) e al tempo + 5 giorni (per simulare il controllo microbiologico svolto 
sul terreno di coltura) dall’allestimento delle varie diluizioni è stato necessario 
preparare delle diluizioni seriali con un volume totale di 40 ml in dopo da avere 
materiale più che sufficiente per le varie prove. 
Sotto cappa a flusso laminare sterilmente si sono preparate 3 provette utilizzando 
il turbidimetro, ognuna una concentrazione di approssimativamente di 10
8
 
UFC/ml (0.5 McF) dei vari microrganismi. Sempre in ambiente sotto cappa di 
classe A a flusso laminare si allestiscono le varie diluzioni seriali, utilizzando per 
la prima 36 ml di terreno per la coltura corneale Tissue-C (Al.chi.mi.a. s.r.l.) e 4 
ml del campione iniziale con concentrazione approssimativa di 10
8
 UFC/ml, per le 
successive invece si utilizza 4 ml della diluizione precedente in 36 ml di terreno 
per la coltura corneale Tissue-C (Al.chi.mi.a. s.r.l.). 
Le diluizioni che sono state scelte per le prove sono:  
- 107 
- 104 
- 102  
- 101 
 
Una volta allestite le varie diluizioni, si procede all’inoculo nei vari vials 
dell’Alifax e nei flaconi del BacT/Alert al tempo zero, +24 ore e + 5 giorni. 
Con una siringa da 2,5 ml, si prelevano 1,5 ml è se ne inoculano 0,5 ml in ognuno 
dei tre vial per aerobi, anaerobi e miceti dello strumento HB&L. Per quanto 
riguarda lo strumento BacT/Alert si usa una siringa da 10 ml, si prelevano 7 ml e 
si inocula 4 ml nel flacone per anaerobi BacT/Alert FN Plus e 3 ml nel flacone per 
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anaerobi BacT/Alert FA Plus. La stessa procedura è ripetuta per le altre diluizioni 
e gli altri microorganismi. 
 
- Per ogni inoculo si registrano su un apposito foglio i codici a barre dei flaconi 
associati a quel determinato microrganismo e alla diluizione corrispondente. 
 
- Una volta ultimati i vari inoculi i vials e i flaconi sono stati inseriti nei 
rispettivi strumenti di analisi per 72-120 h circa. 
Per le prove al tempo di + 24 ore e di + 5 giorni le varie diluizioni sono state 
incubate a +31°C e al momento opportuno si procede al prelievo con le 
adeguate siringhe e all’inoculo nei vari vials e flaconi come scritto sopra. 
 
- Anche in questo caso per ogni inoculo si registra su un apposito foglio prova 
al tempo +24h e prova al tempo + 5 giorni i codici a barre dei flaconi 
associati a quel determinato microrganismo e alla diluizione corrispondente. 
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8. RISULTATI 
 
Di seguito sono riportati i risultati delle due fasi operative. 
 
8.1. Prima fase – Limit of detection (LOD) 
 
Per la determinazione del Limit Of Detection (LOD –  n° più basso delle unità 
formanti colonie (UFC) per campione che possono essere rilevate dallo 
strumento), i risultati sono stati ottenuti per i due strumenti attraverso l’inoculo di 
6 diluizioni seriale ottenute con i tre generi di microrganismi che risultano essere i 
più rappresentativi delle positività riscontrare nei tessuti corneali nel 2015 dalle 
varie banche degli occhi italiane. I microrganismi selezionati sono un gram 
positivo (Staphylococcus aureus), un miceto (Candida Tropicalis) e un gram 
negativo (Pseudomonas aeruginosa). 
 
Di seguito le tabelle con i risultati ottenuti: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UFC/mL 
Staphylococcus aureus 
Ore positività Differenza Oraria 
HB&L VS  BacT/Alert  HB&L BacT/Alert 
107 1:50 6:13 - 4:23 
106 2:45 7:33 - 4:48 
104 4:15 10:33 - 6:18 
103 4:45 11:43 - 6:58 
102 5:15 11:43 - 6:28 
101 5:40 12:33 - 6:53 
50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
UFC/mL 
Candida tropicalis  
Ore positività Differenza Oraria 
HB&L VS BacT/Alert  HB&L BacT/Alert 
107 3:30 9:03 - 5:33 
106 5:10 11:12 - 6:02 
104 10:00 14:52 - 4:52 
103 8:50 15:21 - 6:31 
102 10:35 16:31 - 5:56 
101 12:20 15:41 - 3:21 
   
 
UFC/mL 
Pseudomonas aeruginosa 
Ore positività Differenza Oraria 
HB&L VS BacT/Alert  HB&L BacT/Alert 
107 2:20 7:11 - 4:51 
106 3:25 8:51 - 5:26 
104 5:50 11:31 - 5:41 
103 6:50 12:31 - 5:41 
102 8:05 13:11 - 5:06 
101 7:25 14:11 - 6:46 
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8.2. Seconda fase  –  confronto tra i due strumenti  
 
Di seguito i risultati della seconda fase inerenti il confronto fra i due strumenti 
sugli inoculi delle varie diluizioni preparate con il terreno di coltura con 
antibiotici (Penicillina G, Streptomicina e Amfotericina B) normalmente 
utilizzato, eseguiti al tempo zero, al tempo + 24 ore (per simulare il controllo 
microbiologico svolto sul terreno di trasporto) e al tempo + 5 giorni (per simulare 
il controllo microbiologico svolto sul terreno di coltura.  
 
Staphylococcus aureus 
Ore 
positività HB&L BacT/Alert HB&L BacT/Alert HB&L BacT/Alert 
UFC/mL T 0 gg + 24 h + 5 gg 
107 N 6:57 N 15:00 N 17:52 
104 N 12:07 N 20:10 N 24:52 
102 N 19:07 N 25:30 N 37:32 
101 N 19:37 N 26:10 N N 
 
Candida tropicalis 
Ore 
positività HB&L BacT/Alert HB&L BacT/Alert HB&L BacT/Alert 
UFC/mL T 0 gg + 24 h + 5 gg 
107 5:05 9:5 5:00 8:31 2:15 7:23 
104 13.2 16:2 13:00 16:3 10 15:03 
102 N 19:00 14:3 19:00 12 19:00 
101 N N N N N N 
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Pseudomonas aeruginosa 
Ore 
positività HB&L BacT/Alert HB&L BacT/Alert HB&L BacT/Alert 
UFC/mL T 0 gg + 24 h + 5 gg 
107 2:40 8:00 2:00 8:00 2:00 5:12 
104 7:55 13:00 7:00 9:00 2:10 6:00 
102 11:15 16:00 12:00 16:00 10:30 15:00 
101 13:00 18:00 13:00 18:00 11:15 18:00 
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9. DISCUSSIONE 
 
Dall’analisi dei risultati delle nostre varie prove emerge chiaramente, per quanto 
riguarda il limit of detection, che gli strumenti utilizzati dal Centro Conservazione 
Cornee, presentano elevati livelli di sensibilità. Infatti, tutti e due gli strumenti si sono 
dimostrati capaci di rilevare in tempi più che accettabili (massimo 15:41 h) 
concentrazioni di microrganismi molto esigue, circa 1 UFC/ml. La cosa che 
chiaramente è emersa dal confronto fra i due strumenti è che Lo strumento H&BL 
Uroquattro è in grado di rilevare i microrganismi in un tempo che è circa la metà di 
quello impiegato dal sistema BacT/ALERT 3D. Infatti, per esempio, la presenza dello 
Staphylococcus aureus alla concentrazione di 1 ufc/ml è stata rilevata in 5 ore e 40 
minuti, rispetto alle 12 ore e 33 minuti impiegate dal BacT/ALERT. Questa maggior 
velocità nell’identificare un possibile positivo, è un ulteriore punto a favore per tale 
strumento, perché ci consente di poter andare a ridurre i tempi tecnici necessari alla 
preparazione e distribuzione dei tessuti. Di conseguenza ci offre la possibilità di 
ottenere il risultato di un positivo in minor tempo e ciò ci consente di sostituire un 
tessuto che abbia evidenziato crescita microbica ed evitare se possibile di annullare 
l'intervento programmato. 
 
Dall’analisi dei risultati derivati dal confronto fra i due strumenti sugli inoculi, eseguiti 
al tempo zero, al tempo + 24 ore (per simulare il controllo di sterilità svolto sul terreno 
di trasporto) e al tempo + 5 giorni (per simulare il controllo di sterilità svolto sul 
terreno di coltura) è emerso quanto segue: 
 
 Per quanto riguarda le prove con lo Staphylococcus aureus sensibile, si è visto che 
il sistema HB&L non rileva più la presenza del microorganismo all'interno delle 
varie diluizioni, mentre il sistema BacT/Alert, grazie all'impiego delle resine 
adsorbenti i residui antibiotici nel terreno, mostra la capacità di rilevare la presenza 
del microrganismo sia al tempo zero, di + 24 ore e di + 5 giorni. Quello che si 
osserva però, è che il tempo necessario per la positivizzazione del campione 
aumenta notevolmente; infatti, si passa dalle circa 7 h al tempo zero (per rilevare la 
concentrazione di 10
7
 ufc/ml) alle circa 18 h al tempo di + 5 giorni. La stessa cosa 
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succede anche per le concentrazioni più basse, passando per esempio dalle 19 h alle 
38 h per la concentrazione di 10
2
 ufc/ml. Si osserva quindi il raddoppiamento o la 
triplicazione dei tempi. Questo è evidentemente dovuto all'effetto che l'antibiotico 
svolge sul batterio. Il fatto che il sistema BacT/Alert riesca a rilevare ancora il 
microrganismo, è sicuramente dovuto alla presenza delle resine adsorbenti che 
vanno a sequestrare l'antibiotico che così non può più svolgere nessuna azione sul 
batterio. Il sistema HB&L invece, non avendo resine adsorbenti, non riesce a 
rilevare il microrganismo. Non risulta nemmeno sufficiente la diluizione del 
campione nel flacone di terreno HB&L per rendere inefficace l'azione 
dell'antibiotico.  
 
 Per quanto riguarda le prove svolte con Candida Tropicalis, si è visto che è stata 
sempre rilevata, fino a concentrazioni di 10
2
 ufc/ml, da entrambi gli strumenti, pur 
avendo un antimicogramma sensibile all’Amfotericina B. Questo risultato 
probabilmente è dovuto al fatto che la molecola di antifungino ha una stabilità di 
circa 4-5 ore a temperature superiori ai 25° 
(41)
. 
Una cosa su cui possiamo porre l'attenzione e riflettere è data dal fatto che il 
terreno, una volta prodotto per essere distribuito viene mantenuto in ghiaccio secco 
con temperature intorno ai -78 °C e successivamente al Centro Conservazione 
Cornee viene stoccato in congelatore a -30°C. 
Questi sbalzi di temperatura e il tempo che intercorre dalla produzione al 
congelamento, potrebbero andare ad interferire sulla funzionalità ed efficacia degli 
antibiotici e dell’antimicotico utilizzato nel terreno. 
 
 Per quanto riguarda le prove svolte con Psudomonas aeruginosa, essendo un 
microrganismo resistente agli antibiotici utilizzati, è stato sempre rilevato da 
entrambi gli strumenti sia al tempo zero, +24 ore e + 5 giorni, anche se con tempi 
nettamente inferiori per HB&L Uroquattro rispetto al sistema BacT/Alert.  
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 Il sistema BacT/Alert 3D ha dimostrato che la presenza delle resine può essere 
estremamente utile quando è necessario verificare la presenza di microrganismi (per 
esempio in ambiente clinico per sapere se un paziente con una setticemia stia 
rispondendo o meno alla cura antibiotica messa in atto), ma riveste un ruolo 
superfluo nell'analisi dei terreni di trasporto delle cornee. Tale analisi infatti viene 
eseguita 24 h dopo che il tessuto è trasferito nel terreno di trasporto e dopo che ha 
già subito un primo controllo microbiologico in coltura con BacT/Alert 3D. Le 
resine non sarebbero utili neanche se avessimo a che fare con dei microrganismi per 
i quali l'antibiotico ha effetto batteriostatico, lo confermano i dati della letteratura , 
che evidenziano una incidenza di infezioni post trapianto che va dallo 0,04 allo 0,5 
% 
(10-12)
. 
 
 Invece il sistema HB&L ha dimostrato di essere capace di fornire risultati in tempi 
nettamente minori rispetto al BacT/Alert. Possiamo dire che l'utilizzo del sistema 
HB&L nell'esecuzione dei test microbiologici su organocoltura è estremamente 
valido e sicuro. Inoltre se per caso ci fossero ancora pochi microrganismi inibiti 
dall'azione dell'antibiotico (che invece il BacT/Alert rileva a differenza di HB&L) 
non hanno, come si vede dall'incidenza di endoftalmiti post trapianto
(12)
, effetti sul 
paziente trapiantato, anche in funzione della cura antibiotica di copertura sempre 
effettuata nel post chirurgico. 
 
Quello che è emerso e che più è degno di nota, è che entrambi i sistemi sono capaci di 
rilevare i microrganismi resistenti. 
 
Altra cosa fondamentale che si può mettere in evidenza è il fatto che tra i due sistemi , 
l’HB&L si dimostra uno strumento più innovativo e all’avanguardia per la minor 
quantità di materiale di cui ha bisogno per eseguire l’analisi, per la sua grande 
modularità nel settaggio delle informazioni, per il miglior sistema di rilevamento 
basato sulla tecnologia light scattering e per il fatto che è capace di fornire risultati 
attendibili in un tempo notevolmente minore. Per queste e per altre caratteristiche di 
pregio, nel Centro Conservazione Cornee tale strumento è utilizzato per l’esecuzione 
del test di crescita microbica sui liquidi di trasporto. Inoltre per maggior sicurezza è 
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stato anche interfacciato con il programma utilizzato per la gestione delle richieste e le 
associazioni dei tessuti, in modo tale che nel caso in cui ci sia un risultato positivo il 
dato venga immediatamente inviato al gestionale per bloccare l’uscita del tessuto e 
mettere in atto le opportune misure.  
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